NIR spectroscopic method for the in-line moisture assessment during drying in a six-segmented fluid bed dryer of a continuous tablet production line : validation of quantifying abilities and uncertainty assessment by Fonteyne, Margot et al.
 
 
biblio.ugent.be 
 
The UGent Institutional Repository is the electronic archiving and dissemination platform for all 
UGent research publications. Ghent University has implemented a mandate stipulating that all 
academic publications of UGent researchers should be deposited and archived in this repository. 
Except for items where current copyright restrictions apply, these papers are available in Open 
Access. 
 
This item is the archived peer‐reviewed author‐version of: NIR spectroscopic method for the 
in‐line moisture assessment during drying in a six‐segmented fluid bed dryer of a continuous 
tablet production line: Validation of quantifying abilities and uncertainly assessment 
Authors: Fonteyne M., Arruabarrena J., De Beer J., Hellings M., Van de Kerkhof T., 
Burggraeve A., Vervaet C., Remon J.P., De Beer T.                
In: Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2014, 100: 21‐27 
 
To refer to or to cite this work, please use the citation to the published version: 
Fonteyne M., Arruabarrena J., De Beer J., Hellings M., Van de Kerkhof T., Burggraeve A., 
Vervaet C., Remon J.P., De Beer T. (2014)                
NIR spectroscopic method for the in‐line moisture assessment during drying in a six‐
segmented fluid bed dryer of a continuous tablet production line: Validation of quantifying 
abilities and uncertainly assessment. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 100 
21‐27 DOI: 10.1016/j.jpba.2014.07.012  
 
 
 
  
 
  
 
ABBREVIATIONS 
FDA   Food and Drug Administration
ICH  international conference on harmonisation
KF  Karl Fischer
LHP  LightHouseProbe™ 
NIR   Near Infrared 
PAT  Process Analytical Technology
PCA  principal component analysis
PLS  partial least squares 
RMSEC  root mean square error of calibration 
RMSECV  root mean square error of cross‐validation
RMSEP  root mean square error of prediction
SEC  standard error of calibration
SEP  standard error of prediction
SFSTP 
Societé Française des Sciences et Techniques 
Pharmaceutiques 
SNV  standard normale variate 
 
 
NIR SPECTROSCOPIC METHOD FOR THE IN‐LINE MOISTURE ASSESSMENT DURING DRYING 1 
IN A SIX‐SEGMENTED FLUID BED DRYER OF A CONTINUOUS TABLET PRODUCTION LINE: 2 
VALIDATION OF QUANTIFYING ABILITIES AND UNCERTAINTY ASSESSMENT 3 
Margot Fonteyne1, Julen Arruabarrena2, Jacques de Beer3, Mario Hellings4, Tom Van Den Kerkhof4, 4 
Anneleen Burggraeve4, Chris Vervaet5, Jean Paul Remon5, Thomas De Beer1  5 
1 Laboratory of Pharmaceutical PAT, Ghent University, Harelbekestraat 72, Ghent, Belgium 6 
2 Department of Chemistry, Universitat Autònoma de Barcelona, UAB, Barcelona, Spain 7 
3 Drug Analysis, Scientific institute of public health, Brussels, Belgium  8 
4 Johnson and Johnson Pharmaceutical Research and Development, Analytical Development, Beerse, 9 
Belgium 10 
5 Laboratory of Pharmaceutical Technology, Ghent University, Harelbekestraat 72, Ghent, Belgium  11 
 12 
Correspondence: Margot.Fonteyne@Ugent.be, Thomas.DeBeer@Ugent.be, 0032 9 264 80 9713 
 
 
 
ABSTRACT 14 
This study focuses on the thorough validation of an in‐line NIR based moisture quantification 15 
method  in  the  six‐segmented  fluid  bed  dryer  of  a  continuous  from‐powder‐to‐tablet 16 
manufacturing  line  (ConsiGmaTM 25, GEA Pharma Systems nv, Wommelgem, Belgium). The 17 
moisture assessment ability of an FT‐NIR spectrometer (MatrixTM‐F Duplex, Bruker Optics Ltd, 18 
UK) equipped with a fiber‐optic Lighthouse ProbeTM (LHP, GEA Pharma Systems nv, Wommelgem, 19 
Belgium) was  investigated.  Although NIR  spectroscopy  is  a widely  used  technique  for  in‐20 
process  moisture  determination,  a  minority  of  NIR  spectroscopy  methods  is  thoroughly 21 
validated. 22 
A moisture quantification PLS model was developed. Twenty calibration experiments were 23 
conducted,  during  which  spectra  were  collected  at‐line  and  then  regressed  versus  the 24 
corresponding  residual  moisture  values  obtained  via  Karl  Fischer  measurements.  The 25 
developed NIR moisture quantification model was then validated by calculating the accuracy 26 
profiles on  the basis of  the analysis  results of  independent  in‐line validation experiments. 27 
Furthermore, as the aim of the NIR method is to replace the destructive, time‐consuming Karl 28 
Fischer titration, it was statistically demonstrated that the new NIR method performs at least 29 
as good as the Karl Fischer reference method. 30 
 31 
 32 
 33 
 
 
 
INTRODUCTION 34 
In  2004,  the  Food  and  Drug  Administration  (FDA)  launched  their  (Process  Analytical 35 
Technology) PAT‐Guidance for Industry’ [1]. One of the goals of this guidance is to encourage 36 
the pharmaceutical  industry  to  imply  innovative methods  for quality  assurance, based on 37 
measurements during processing and enhancing in‐depth process understanding. It is stated 38 
that the use of PAT tools and ‐principles will lead to an increased process knowledge which 39 
should allow better process control. Real‐time process information can be used to overcome 40 
the  limitations  of  time‐defined  process  end  points,  which  are  commonly  used  in 41 
pharmaceutical  industry.  In case of fluid bed drying for example,  it  is not opportune to dry 42 
longer than necessary. Thanks to these  industrial drivers, recent   technological advances  in 43 
process analyzers make  real‐time measurement of  critical process parameters and quality 44 
attributes possible. To allow in‐line monitoring, analyzers should be non‐destructive, fast and 45 
mountable  in  the process. Furthermore,  the analyzer  should be capable of collecting data 46 
without sample‐pretreatment. Therefore, Near Infrared (NIR)  Spectroscopy has found already 47 
for a long time its way to the pharmaceutical industry.  48 
NIR has been reported to be a powerful tool for water determination. It has found multiple 49 
applications for the quantitative determination of moisture content during the manufacturing 50 
of pharmaceutical solid dosage forms [2]. Several authors reported the in‐line, on‐line and at‐51 
line use of NIR spectroscopy to determine the moisture content of pharmaceutical products 52 
during  granulation  and  drying  [3‐18].  These  authors  developed  multivariate  calibration 53 
models, e.g. Partial Least Squares (PLS)‐models, for the prediction of moisture content, using 54 
 
 
 
either Loss on Drying or Karl Fischer titration as reference method. They validated their models 55 
by means  of  validation  parameters,  such  as  the  Standard  Error  of  Calibration  (SEC),  the 56 
Standard  Error  of  Prediction  (SEP)  as well  as  the  Root Mean  Square  Error  of  Calibration 57 
(RMSEC), the RMSE of Cross Validation (RMSECV), the RMSE of Prediction (RMSEP) and the R². 58 
Among these, the best measure for the predictive power of the model is the RMSEP, since this 59 
includes the evaluation of an external test‐set. 60 
However, all these validation parameters do not guarantee that future measures will be inside 61 
predefined acceptance limits [19].  Hubert et al. presented a validation strategy allowing to 62 
evaluate the proportion of expected future measures that will fall inside the acceptance limits. 63 
The  acceptance  limit  is  the  accepted  difference  between  the  ‘measured  value’  and  the 64 
unknown true value [20‐22]. This validation strategy is based on the use of accuracy profiles 65 
and is in full compliance with the regulatory quality guidelines. Mantanus et al. constructed 66 
for example a PLS model, which predicted the moisture content  in pellets by means of NIR 67 
spectroscopy [23]. They concluded that the SEC and SEP were not sufficient to validate the 68 
method  and  therefore  applied  the  accuracy  profile  approach. More  case  studies  for  the 69 
application  of  accuracy  profiles  to mainly  off‐line  NIR  spectroscopic methods  have  been 70 
reported  by De Bleye  et  al.  [19]. Raman  spectroscopic methods  for  the  determination  of 71 
medroxyprogesterone in pharmaceutical suspensions [24] and metoprolol tartrate during hot‐72 
melt extrusion [25] have been validated using accuracy profiles as well. 73 
The aim of  this  study was  to validate a method  for  the  in‐line moisture determination of 74 
granules via NIR spectroscopy in the six‐segmented fluid bed dryer of a fully continuous from 75 
powder‐to‐tablet  production  line.  An  NIR  system  equipped with  a  fiber‐optic  Lighthouse 76 
 
 
 
Probe™  implemented  in the dryer was used. The granulates were produced via high shear 77 
twin screw wet granulation. The validation of the NIR based moisture assessment was based 78 
on the use of accuracy profiles as presented by the SFSTP (La Societé Française des Sciences 79 
et Techniques Pharmaceutiques)  [20‐22]. Furthermore,  from  the validation measurements 80 
performed to apply the accuracy profile validation strategy, the measurement uncertainty was 81 
estimated as described by Feinberg et al. [26, 27]. As the final aim was to evaluate whether 82 
the  in‐line NIR method  is  able  to  replace  the  off‐line  Karl  Fischer method,  the  proposed 83 
method must perform at least as good as the reference method. Therefore, a comparison of 84 
the performance (precision and bias) of both methods was made via the approach proposed 85 
by [28, 29]. 86 
 
 
 
MATERIALS AND METHODS 87 
Materials 88 
All continuous granulation and fluid bed drying experiments were performed with the same 89 
powder premix. Anhydrous theophylline (Farma‐Quimica sur SL, Malaga, Spain) (30%, w/w) 90 
was  granulated  with  lactose  monohydrate  200  M  (Caldic,  Hemiksem,  Belgium). 91 
Polyvinylpyrrolidone (Kollidon 30®, BASF, Burgbernheim, Germany) was used as a binder and 92 
added to the dry powder mixture at a concentration of 2.5% (w/w). Distilled water was used 93 
as granulation liquid. 94 
NIR equipment 95 
An FT‐NIR spectrometer (MatrixTM‐F Duplex, Bruker Optics Ltd, UK) equipped with a fiber optic 96 
Lighthouse ProbeTM (LHP, GEA Pharma Systems nv, Wommelgem, Belgium) was used for this 97 
study. The Lighthouse ProbeTM was mounted in cell 2 of the fluid bed dryer (see description of 98 
the continuous system below). For all spectra a resolution of 8 cm‐1 was applied and each 99 
spectrum was  the  average  of  32  scans.  This  resulted  in  one  spectrum  collected  every  20 100 
seconds. The applied spectral range was 10,000 to 4,500cm‐1.  101 
Karl Fischer moisture determination 102 
The residual moisture content of the granules after drying was determined by volumetric Karl 103 
Fischer titration using a V30 volumetric Karl Fischer titrator (Mettler Toledo, USA). Methanol 104 
(Hydranal,  Sigma  Aldrich, Germany) was  used  as  solvent.  Before  titration,  granules were 105 
stirred and dissolved during three minutes. Measurements were done in triplicate.  106 
 
 
 
Continuous granulation and drying 107 
For  continuous  granulation  and  drying,  the  ConsiGma™  25  unit  (GEA  Pharma  Systems, 108 
Collette™, Wommelgem, Belgium) was used [30]. It consists of three major parts: a continuous 109 
twin screw high shear granulator, a six‐segmented fluid bed dryer and a discharge system. The 110 
six‐segmented dryer is equipped with two probe interfacing places, namely in cell 2 and cell 111 
5. PAT probes can be mounted in these cells, hence enabling in‐line measurements. For both 112 
the  calibration  and  validation experiments  (see below),  the  granulator  settings were  kept 113 
constant. The raw material premix was fed at a rate of 17.5 kg/h, a screw speed of 950 rpm 114 
was applied and the barrel temperature was kept constant at 25°C. The distilled water was 115 
added with a rate of 32 g/min. The same airflow was applied  in  the  fluid bed dryer  for all 116 
experiments: 360 m³/h.  117 
Development of the NIR moisture determination calibration model 118 
For  the development of  the calibration model, granules with  five different moisture  levels 119 
were prepared (Figure 1). To obtain these granules, five granulation runs were performed in 120 
which the applied drying air temperature was varied between 35°C and 80°C. The cell filling 121 
time was kept constant at 180s and granules were dried during 600s. The granules for which 122 
the  highest moisture  content was  aimed, were  only  dried  for  300s.  Each moisture  level 123 
experiment was repeated four times, spread over two days (hence resulting in a total of 5 x 4 124 
=  20  calibration  experiments).    After  each  calibration  experiment,  five  NIR  spectra were 125 
immediately collected at‐line. Simultaneously, three samples were collected for Karl Fischer 126 
measurements. These measurements were performed immediately. Nevertheless, since only 127 
 
 
 
one Karl Fischer titrator was available, the second and third Karl Fischer measurement had a 128 
certain ‘lag time’ before they were measured. Spectra were Standard Normal Variate (SNV) 129 
corrected prior to further analysis and the three Karl Fischer measurements were averaged in 130 
order to obtain one moisture content value  for each calibration experiment that was then 131 
correlated  to  the  five  corresponding  collected  NIR  spectra  from  that  run.  Taking  the  20 132 
calibration experiments into account, the obtained KF moisture contents varied between 3.4% 133 
and  7.21%,  which  is  a  relevant  range  for  the  residual  moisture  content  of  twin  screw 134 
granulated theophylline‐lactose granules REF DROOGPAPER. 135 
 136 
Figure 1. Overview of the performed calibration experiments. 137 
Validation of the in‐line NIR moisture assessment method 138 
For the validation experiments the drying cells were filled during 300s and a total drying time 139 
of 900s was applied. The temperature of the drying air was changed between 35°C and 75°C 140 
in order to obtain three different moisture content  (Figure 2). The low level had an average 141 
moisture content of 3.67%, the medium moisture content was 4.79% and the highest moisture 142 
 
 
 
content was 6.13% (determined by KF). Each level was performed in triplicate and repeated 143 
on  four  different  days.  A  total  of  four  blocks  of  three  experiments  resulted  in  twelve 144 
experiments per moisture level. The validation experiments were repeated on four different 145 
days  in  order  to  evaluate  the  intermediate  precision.  Karl  Fischer  measurements  were 146 
performed after each validation experiment, as was done for the calibration experiments.  147 
 148 
Figure 2. Overview of the performed validation experiments. 149 
NIR spectra were collected in‐line during drying. One spectrum was collected each 20 seconds, 150 
hence providing real‐time spectral information. Each collected NIR spectrum was fed into the 151 
PLS model  calibration model  resulting  in  a  predicted moisture  content  each  time  an NIR 152 
spectrum was collected during processing. After each validation experiment, three samples 153 
for Karl Fischer titration, as well as five at‐line spectra were collected. The at‐line spectra were 154 
collected for verification purposes only. 155 
 
 
 
In order to evaluate the in‐line collected spectra, Principal Component Analysis was performed 156 
on all in‐line spectra per experiment. Scatter plots of the first and second component were 157 
used in order to detect and exclude outliers. With this information the last ‘valid’ spectrum of 158 
each run was selected. In this manner a set of 36 in‐line spectra were constructed as validation 159 
test‐set.  160 
Multivariate data‐analysis and modeling 161 
Principal Component Analysis (PCA) and Partial  least squares (PLS) calibration models were 162 
developed using a multivariate data analysis software package (Simca P+ 12.0, Umetrics AB, 163 
Umeå, Sweden). 164 
 165 
Validation of the in‐line moisture assessment method  166 
The validation strategy introduced by Hubert et al. [20‐22] proposed to review the objectives 167 
of the validation according to the intended use of the analytical procedure: to ensure that the 168 
difference between the “measured value” (yi) and the unknown “true value” (µT), is at least 169 
lower than an acceptance limit (λ): 170 
|yi ‐ µT| < λ 171 
In this paper, λ is set at 20% for the in‐line determination of the moisture content of granules 172 
during drying. Thus, as the aim of validation is to determine if an analytical procedure can be 173 
guaranteed as acceptable, it must be assured that the probability that a measurement will fall 174 
 
 
 
outside the acceptance limits is less or equal to the maximum risk (5%) that the analyst is able 175 
to take during routine use: 176 
Pr (|yi ‐µT| < λ) ≥ β 177 
If  so,  the  analytical procedure  can be  considered  as  acceptable.  In  this  study,  the wished 178 
proportion of measurements inside the acceptance limits (β) was set at 95%. It is clear that 179 
the classical determinations of trueness, precision, linearity etc.. as they are described in the 180 
ICH Q2 are not  sufficient  to decide whether  the objectives of an analytical procedure are 181 
guaranteed.  The  adapted  decision  tool  therefore  is  the  accuracy  profile  of  the  analytical 182 
procedure, which  is  constructed  from  the  total  error  (bias  +  standard  deviation)  of  the 183 
procedure.  This  is  obtained  by  computing  the  β‐expectation  tolerance  interval  at  each 184 
concentration level and allows evaluating the proportion of expected future measurements 185 
that will fall inside the acceptance limits. This enables to control the risk associated to the use 186 
of  the method. Using  the data  collected  for  the development of  the accuracy profile,  the 187 
measurement  uncertainty was  estimated  as  described  by  Feinberg  et  al  [26,  27].  During 188 
validation, the within day and between day variability were taken into account (Figure 2). 189 
 190 
 191 
 192 
Comparison of the NIR method with the KF reference method 193 
 
 
 
The final aim of the present work is to replace the slow and destructive Karl Fischer reference 194 
method for the quantitative moisture assessment during drying by a fast and non‐destructive 195 
alternative  in‐line  analysis  method.  Therefore,  it  is  necessary  to  demonstrate  that  the 196 
envisaged method  does  not  have  worse  performance  characteristics  than  the  reference 197 
method. Therefore, a comparison of the two fundamental performance parameters, precision 198 
and bias, was performed  as described by  [28, 29]    The  approach  for method  comparison 199 
proposed  in  those papers,  calculates  the number of measurements needed  to  assure  the 200 
preset  probability  (1‐β)  of  not  adopting  an  alternative  method  with  unacceptable 201 
performance  (α  and  β  error  are  under  control).  This  may  require  a  higher  number  of 202 
measurements  than  a  laboratory  can  perform.  This  was  the  case  in  our  study  (15 203 
measurement  days  required)  due  to  practical,  time  and  cost  reasons.  Therefore,  a  user‐204 
defined  number  of measurements was  used  and  only  the  α  error  (risk  to  reject  the  null 205 
hypothesis, when it should be accepted) was under control. On the other hand, it was possible 206 
to calculate the β error [31] The comparison of the precision parameters (repeatability and 207 
intermediate precision) between both methods was done using F‐tests. Bias was compared 208 
using the interval hypothesis t‐test instead of the point hypothesis t‐test, as it is more relevant 209 
to test whether bias between two methods  is not too  large (for this study, smaller than or 210 
equal to 0.5%) instead of testing that the bias between methods is zero [32]. From a chemical 211 
point  of  view,  there  is  always  a  bias.  Furthermore,  the  traditional  null  and  alternative 212 
hypotheses were exchanged  (thus  the  α‐  and  β‐error  are exchanged  too)  for  the  interval 213 
hypothesis  testing. This  is, since  it  is more  important  to control  the risk  to wrongly accept 214 
there is no bias while in fact here is, instead of wrongly accepting there is bias, while there is 215 
 
 
 
none. For this study the ‘new’ α risk (= risk to wrongly accept that there is no bias) was chosen 216 
at 0.05. 217 
 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION 218 
Development of a NIR based calibration model  219 
Hundred  spectra were obtained during  the  calibration experiments and used  to build  the 220 
calibration model (5 moisture levels * 4 repetitions * 5 spectra/experiment = 100 spectra, see 221 
Figure  1).  All  spectra  were  mean  centered  and  SNV‐corrected  after  which  a  principal 222 
component analysis (PCA) was performed, using the full spectral region from 10000 to 4500 223 
cm‐1. The  first principal component, capturing a variance of 90.58%,  represented moisture 224 
content. The  loadings of the  first principal component clearly  indicated the spectral region 225 
between 5350 cm‐1 and 4775 cm‐1 enclosed  the most variance, which  is  indeed where  the 226 
water  bands  are  expected.  Hence,  the  5350  to  4775  cm‐1  spectral  region was  selected, 227 
centered and SNV‐corrected to build a PLS calibration model for the prediction of moisture 228 
content. This PLS model consisted of two principal components, resulting in an R² of 99.7%, a 229 
Q² of 96.4% and an RMSEE of 0.2342% and an RMSECV of 0.2331%. 230 
Validation of the in‐line moisture assessment method 231 
Using the above developed PLS moisture calibration model, the moisture content at the end 232 
of each drying validation experiment was predicted (Table 1, yipred) based on the last valid in‐233 
line collected spectrum (Figure 3). Due to process variation it was not possible to obtain the 234 
exactly  equal moisture  contents  when  repeating  the  validation  runs.  (e.g.  the  low  level 235 
moisture  content  validation  experiment  of  day  1  resulted  in  a  slightly  different moisture 236 
content compared to the low level moisture content experiment of day 2). Therefore, at each 237 
 
 
 
validation moisture  level all the NIR predicted moisture content values were normalized as 238 
follows (see Table 1): 239 
Equation 1. 240 
ݕ௜௡௢௥ ൌ ݕ௜௣௥௘ௗ	 ∗ 	݉݁ܽ݊	ݕ௜௥௘௙  241 
With 242 
yinor= normalized NIR predicted moisture content of validation experiment i 243 
yipred= moisture content as predicted by the NIR calibration model 244 
mean= mean Karl Fischer moisture content at each moisture  level: 3.67%, 4.76% or 6.13%, 245 
respectively 246 
yiref= moisture content as obtained via the Karl Fischer titration for validation experiment iµ 247 
Table 1. The moisture content obtained after each validation experiment by means of Karl 248 
Fischer (yiref), the value predicted by the PLS‐calibration model (yipred) and the normalized 249 
value (yinor). 250 
Experiment  yiref  yipred  yinor 
Low Day 1  3.51  3.56  3.73 
Low Day 1  3.53  3.43  3.57 
Low Day 1  3.73  3.49  3.43 
Low Day 2  3.63  3.50  3.54 
 
 
 
Low Day 2  3.58  3.46  3.54 
Low Day 2  3.57  3.45  3.55 
Low Day 3  3.78  3.48  3.38 
Low Day 3  3.54  3.38  3.50 
Low Day 3  3.73  3.45  3.40 
Low Day 4  3.72  3.83  3.78 
Low Day 4  3.79  3.78  3.66 
Low Day 4  3.95  3.81  3.55 
Mid Day 1  4.74  4.80  4.85 
Mid Day 1  4.81  4.74  4.71 
Mid Day 1  4.77  4.77  4.78 
Mid Day 2  5.07  4.94  4.66 
Mid Day 2  5.14  4.87  4.53 
Mid Day 2  4.87  4.62  4.54 
Mid Day 3  4.28  4.03  4.50 
Mid Day 3  4.89  4.33  4.24 
Mid Day 3  4.75  4.29  4.32 
Mid Day 4  4.15  3.85  4.44 
Mid Day 4  5.19  4.94  4.56 
Mid Day 4  4.77  4.69  4.71 
High Day 1  5.71  5.69  6.11 
High Day 1  5.85  5.81  6.08 
High Day 1  5.69  5.38  5.80 
High Day 2  6.7  6.44  5.89 
 
 
 
High Day 2  6.5  6.23  5.87 
High Day 2  6.44  6.07  5.77 
High Day 3  5.7  5.91  6.36 
High Day 3  6.28  5.98  5.83 
High Day 3  6.09  6.15  6.19 
High Day 4  6.09  6.10  6.14 
High Day 4  6.16  6.12  6.09 
High Day 4  6.33  6.14  5.94 
 251 
Figure 3. The last valid in‐line collected spectrum for each validation run in the spectral range 252 
from 5350 cm‐1 to 4775 cm‐1. Spectra are colored after moisture content: high‐blue, mid‐green 253 
and low‐red. 254 
The calculated RMSEP for the yiref compared to the yipred is 0.2236. The normalized (Table 1, 255 
yinor) values were used to calculate the trueness, precision, accuracy (Table 2) and accuracy 256 
profile (Figure 4) for each validated residual moisture level. It can be noticed from the accuracy 257 
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profile that the β‐expectation tolerance intervals do not exceed the acceptance limits of 20% 258 
over  the  validated  concentration  range.  Ninety‐five  times  out  of  100,  the  future  in‐line 259 
measurements will be included within the acceptance limits of 20%. Thus, using this validation 260 
strategy, the accuracy profile is used to decide whether the in‐line NIR method can be declared 261 
valid or not. The validation data calculated in Table 2 help to make a diagnosis.  262 
From the data used for the calculation of the accuracy profile, the measurement uncertainty 263 
was  estimated  [26].  The  uncertainty  results  are  presented  in  Table  3.  The  expanded 264 
uncertainty defines an interval around the mean value in which the unknown ‘true value’ is 265 
retrieved with a probability of 95%. From the relative expanded uncertainties, it can be seen 266 
that for each examined moisture level, the interval in which there is a probability of 95% that 267 
the true value, estimated by the measured value, occurs, is larger than 5%. 268 
Table 2. Calculated in‐line NIR method validation parameters. 269 
Trueness 270 
Level  Relative bias  Recovery 
Low  ‐3.25 %  96.75 % 
Mid  ‐4.50 %  95.50 % 
High  ‐1.99 %  98.01 % 
 271 
Precision 272 
 
 
 
Level  Repeatability  Intermediate 
precision 
Low  2.78%  3.55 % 
Mid  2.30%  4.24 % 
High  2.85%  3.05 % 
 273 
Accuracy 274 
Level  Absolute total error  Relative total error  Relative  
β‐expectation 
tolerance limits  
Low  0.245 %  6.68 %  [‐11.94; 5.43] % 
Mid  0.409 %  8.54 %  [‐16.81; 7.81] % 
High  0.305 %  4.98 %  [‐9.11; 5.12] % 
 275 
Table 3. Point estimates of the different uncertainties related to moisture content at each 276 
moisture content level of the accuracy profile 277 
Level  Uncertainty  of 
the bias (%) 
Uncertainty (%)  Expanded 
uncertainty (%) 
Relative 
expanded 
uncertainty (%) 
Low  0.048  0.135  0.270  7.35 
 
 
 
Mid  0.087  0.212  0.424  8.87 
High  0.060  0.193  0.386  6.29 
 278 
Figure 4. Accuracy profile. 279 
Comparison of alternative in‐line NIR method with Karl Fischer reference method 280 
The NIR as well as the Karl Fischer validation data used for the comparison of both methods 281 
at the  lowest examined residual moisture content  level are mentioned  in Table 4.  In a first 282 
step,  the  different  types  of  variances  at  this  low  level were  calculated  (Table  5).  These 283 
variances were  used  for  the  calculation  of  the  F‐tests  for  the  evaluation  of  the  different 284 
precision parameters (Table 6). From these tests, it can be concluded that the repeatability as 285 
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well as the intermediate precision are at least as good as those of the KF reference method. 286 
The  α  error  of  these  F‐tests  (risk  to  wrongly  reject  the  conclusion  that  the  precision 287 
parameters  of  the  NIR  based  prediction  method  are  better  or  equal  to  the  precision 288 
parameters of the KF reference method) was set at 5%. For the evaluation of the bias, the 289 
estimated  bias  d  (grand mean  of  alternative  validation  data  –  grand mean  of  reference 290 
validation data = 0.12%), was calculated together with its 95% upper confidence limit (UCL = 291 
0.317%) and lower confidence limit (LCL = ‐0.077%). If UCL is smaller or equal or LCL is higher 292 
or equal to the acceptable bias (0.5%), the bias is acceptable since there is probability smaller 293 
than  5%  that  the  absolute  bias  as  estimated  by  d  is  larger  than  0.5%. Using  the  interval 294 
hypothesis, the risk to wrongly accept that there is no bias (‘new’ α error) was kept at 5%. The 295 
probability to reject wrongly a non biased method was calculated as 2.40% (‘new’ β error). 296 
Table 4. KF reference data and NIR validation data used for method comparison. 297 
KF   predicted  by  NIR 
calibration model 
day 1  low (3,6%)  exp 1  3,51 3,56 
day 1  low (3,6%)  exp 2  3,53 3,43 
day 1  low (3,6%)  exp 3  3,73 3,49 
day 1  mid (4,5%)  exp 1  4,74 4,80 
day 1  mid (4,5%)  exp 2  4,81 4,74 
day 1  mid (4,5%)  exp 3  4,77 4,77 
day 1  high (6,0%)  exp 1  5,71 5,69 
 
 
 
day 1  high (6,0%)  exp 2  5,85 5,81 
day 1  high (6,0%)  exp 3  5,69 5,38 
day 2  low (3,6%)  exp 1  3,63 3,50 
day 2  low (3,6%)  exp 2  3,58 3,46 
day 2  low (3,6%)  exp 3  3,57 3,45 
day 2  mid (4,5%)  exp 1  5,07 4,94 
day 2  mid (4,5%)  exp 2  5,14 4,87 
day 2  mid (4,5%)  exp 3  4,87 4,62 
day 2  high (6,0%)  exp 1  6,7 6,44 
day 2  high (6,0%)  exp 2  6,5 6,23 
day 2  high (6,0%)  exp 3  6,44 6,07 
day 3  low (3,6%)  exp 1  3,78 3,48 
day 3  low (3,6%)  exp 2  3,54 3,38 
day 3  low (3,6%)  exp 3  3,73 3,45 
day 3  mid (4,5%)  exp 1  4,28 4,03 
day 3  mid (4,5%)  exp 2  4,89 4,33 
day 3  mid (4,5%)  exp 3  4,75 4,29 
day 3  high (6,0%)  exp 1  5,7 5,91 
day 3  high (6,0%)  exp 2  6,28 5,98 
day 3  high (6,0%)  exp 3  6,09 6,15 
day 4  low (3,6%)  exp 1  3,72 3,83 
day 4  low (3,6%)  exp 2  3,79 3,78 
 
 
 
day 4  low (3,6%)  exp 3  3,95 3,81 
day 4  mid (4,5%)  exp 1  5,19 4,94 
day 4  mid (4,5%)  exp 2  4,77 4,69 
day 4  mid (4,5%)  exp 3  4,15 3,85 
day 4  high (6,0%)  exp 1  6,09 6,10 
day 4  high (6,0%)  exp 2  6,16 6,12 
day 4  high (6,0%)  exp 3  6,33 6,14 
Table 5. Overview of the different types of variances of the in‐line NIR and KF validation used 298 
for method comparison. 299 
Variance estimates  KF method  NIR method 
Repeatability variance (sr²)  0.0114  0.0021 
(Operator  +  day)  variance 
(sOD²) 
0.0078  0.0289 
(Operator  +  day) 
intermediate precision 
0.0193  0.0310 
Variance of the day means  0.0116  0.0296 
 300 
Table 6. Overview of the F‐test results for the comparison of the repeatability and 301 
intermediate precision between the in‐line NIR and KF reference method. 302 
 
 
 
Evaluated  precision 
comparison 
 
Calculated 
F‐value 
Tabulated 
F‐value 
Conclusion 
Repeatability  0.186  3.44  Repeatability  of  the  in‐line  NIR 
method is acceptable 
Time  +  operator 
different 
intermediate 
precision 
1.61  4.35  Operator  +  time‐different 
intermediate precision of the in‐line 
NIR method is acceptable 
 303 
 
 
 
CONCLUSION 304 
The results show that the developed fast and non‐destructive in‐line NIR method is a reliable 305 
alternative for the traditionally used destructive and time‐consuming KF method for the  in‐306 
line moisture determination of granules in the six‐segmented fluid bed dryer of a continuous 307 
from‐powder‐to‐tablet production line. The NIR spectra were collected in‐line by means of a 308 
Lighthouse ProbeTM, connected to a Brüker‐system. The accuracy   profile, calculated during 309 
the  validation  of  the  in‐line  NIR  method,  assures  that  at  least  95%  of  future  routine 310 
experiments will be included within the preset acceptance limits (20%), which suits with the 311 
aim  of  the  developed  analytical  procedure.  Moreover,  the  data  used  in  this  validation 312 
approach were also used  to estimate  the uncertainty of  the bias as well as  the expanded 313 
uncertainty at each concentration  level. Finally,  the new NIR method has at  least as good 314 
performance characteristics (precision and bias) as the KF method. 315 
 316 
 
 
 
REFERENCES 317 
[1]  FDA‐Adminstration,  Guidance  for  Industry  ‐  PAT  ‐    A  Framework  for  Innovative 318 
Pharmaceutical Development, Manufacturing, and Quality Assurance, in, 2004. 319 
[2] T. De Beer, A. Burggraeve, M. Fonteyne, L. Saerens, J.P. Remon, C. Vervaet, Near infrared 320 
and  Raman  spectroscopy  for  the  in‐process  monitoring  of  pharmaceutical  production 321 
processes, International Journal of Pharmaceutics, 417 (2011) 32‐47. 322 
[3] W. Paul Findlay, G.R. Peck, K.R. Morris, Determination of  fluidized bed granulation end 323 
point  using  near‐infrared  spectroscopy  and  phenomenological  analysis,  J.  Pharm.  Sci.,  94 324 
(2005) 604‐612. 325 
[4]  J.  Rantanen,  M.  Kansakoski,  J.  Suhonen,  J.  Tenhunen,  S.  Lehtonen,  T.  Rajalahti,  J.P. 326 
Mannermaa,  J.  Yliruusi,  Next  Generation  Fluidized  Bed  Granulator  Automation,  AAPS 327 
PharmsciTech, 1 (2000) article 10. 328 
[5] J. Rantanen, A. Jorgensen, E. Rasanen, P. Luukkonen, S. Airaksinen, J. Raiman, K. Hänninen, 329 
O. Antikainen, J. Yliruusi, Process Analysis of Fluidized Bed Granulation, AAPS PharmsciTech, 2 330 
(2001) article 21. 331 
[6] F.J.S. Nieuwmeyer, M. Damen, A. Gerich, F. Rusmini, K. van der Voort, H. Vromans, Granule 332 
characterization  during  fluid  bed  drying  by  development  of  a  near  infrared  method  to 333 
determine water content and median granule size, Pharmaceutical Research, 24 (2007) 1854‐334 
1861. 335 
[7] M. Alcalà, M.  Blanco, M.  Bautista,  J.M. González, On‐line monitoring  of  a  granulation 336 
process by NIR spectroscopy, J. Pharm. Sci., 99 (2010) 336‐345. 337 
[8]  J.  Rantanen,  S.  Lehtola,  P.  Ramet,  J.P. Mannermaa,  J.  Yliruusi,  On‐line monitoring  of 338 
moisture  content  in  an  instrumented  fluidized  bed  granulator  with  a  multi‐channel  NIR 339 
moisture sensor, Powder Technology, 99 (1998) 163‐170. 340 
[9] J. Rantanen, O. Antikainen, J.P. Mannermaa, J. Yliruusi, Use of the near‐infrared reflectance 341 
method  for  measurement  of  moisture  content  during  granulation,  Pharmaceutical 342 
Development and Technology, 5 (2000) 209‐217. 343 
[10] R.A. Mattes, In‐line process analysis of residual moisture in a fluid bed granulator‐dryer 344 
using NIR spectroscopy, Spectroscopy, January (2005). 345 
 
 
 
[11] J.G. White, On‐line moisture detection for a microwayve vacuum dryer, Pharmaceutical 346 
Research, 11 (1994) 728‐732. 347 
[12] R.L. Green, G. Thurau, N.C. Pixley, A. Mateos, R.A. Reed, J.P. Higgins, In‐line monitoring of 348 
moisture  content  in  fluid  bed  dryers  using  near‐IR  spectroscopy  with  consideration  of 349 
sampling effects on method accuracy, Analytical Chemistry, 77 (2005) 4515‐4522. 350 
[13] P. Frake, D. Greenhalgh, S.M. Grierson, J.M. Hempenstall, D.R. Rudd, Process control and 351 
end‐point  determination  of  a  fluid  bed  granulation  by  application  of  near  infra‐red 352 
spectroscopy, International Journal of Pharmaceutics, 151 (1997) 75‐80. 353 
[14] L. Chablani, T.M. K, M. Amit, R. Patrick, S.W. C, Inline Real‐Time Near‐Infrared Granule 354 
Moisture  Measurements  of  a  Continuous  Granulation‐Drying‐Milling  Process,  AAPS 355 
PharmsciTech, 12 (2011) 1050‐1055. 356 
[15]  A. Hartung, M.  Knoell, U.  Schmidt,  P.  Langguth,  Role  of  continuous moisture  profile 357 
monitoring by inline NIR spectroscopy during fluid bed granulation of an Enalapril formulation, 358 
Drug Dev. Ind. Pharm., 37 (2011) 274‐280. 359 
[16] A. Burggraeve, A.F.T. Silva, T. Van Den Kerkhof, M. Hellings, C. Vervaet, J. Paul Remon, Y. 360 
Vander Heyden, T. De Beer, Development of a fluid bed granulation process control strategy 361 
based on real‐time process and product measurements, Talanta, 100 (2012) 293‐302. 362 
[17] M. Fonteyne, S. Soares, J. Vercruysse, E. Peeters, A. Burggraeve, C. Vervaet, J.P. Remon, 363 
N. Sandler, T. De Beer, Prediction of quality attributes of continuously produced granules using 364 
complementary  pat  tools,  European  Journal  of  Pharmaceutics  and  Biopharmaceutics,  82 365 
(2012) 429‐436. 366 
[18] A. Peinado, J. Hammond, A. Scott, Development, validation and transfer of a Near Infrared 367 
method  to  determine  in‐line  the  end  point  of  a  fluidised  drying  process  for  commercial 368 
production  batches  of  an  approved  oral  solid  dose  pharmaceutical  product,  Journal  of 369 
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 54 (2011) 13‐20. 370 
[19] C. De Bleye, P.F. Chavez, J. Mantanus, R. Marini, P. Hubert, E. Rozet, E. Ziemons, Critical 371 
review of near‐infrared  spectroscopic methods  validations  in pharmaceutical  applications, 372 
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 69 (2012) 125‐132. 373 
[20]  P.  Hubert,  J.J.  Nguyen‐Huu,  B.  Boulanger,  E.  Chapuzet,  P.  Chiap,  N.  Cohen,  P.A. 374 
Compagnon, W. Dewé, M. Feinberg, M. Lallier, M. Laurentie, N. Mercier, G. Muzard, C. Nivet, 375 
 
 
 
L. Valat, Validation of quantitative analytical procedure, Harmonization of approaches, STP 376 
Pharma Pratiques, 13 (2003) 101‐138. 377 
[21] P. Hubert, J.J. Nguyen‐Huu, B. Boulanger, E. Chapuzet, N. Cohen, P.A. Compagnon, W. 378 
Dewé, M.  Feinberg, M.  Laurentie,  N. Mercier,  G. Muzard,  L.  Valat, Quantative  analytical 379 
procedures: Harmonization of  the approaches Part  II: Statistics, STP Pharma Pratiques, 16 380 
(2006) 28‐58. 381 
[22] P. Hubert, J.J. Nguyen‐Huu, B. Boulanger, E. Chapuzet, N. Cohen, P.A. Compagnon, W. 382 
Dewé, M.  Feinberg, M.  Laurentie, N. Mercier, G. Muzard,  L. Valat, Quantitative  analytical 383 
procedures validation: harmonization of the approaches Part III. Examples of application, STP 384 
Pharma Pratiques 385 
16 (2006) 87‐121. 386 
[23] J. Mantanus, E. Ziémons, P. Lebrun, E. Rozet, R. Klinkenberg, B. Streel, B. Evrard, P. Hubert, 387 
Moisture  content  determination  of  pharmaceutical  pellets  by  near  infrared  spectroscopy: 388 
Method development and validation, Analytica Chimica Acta, 642 (2009) 186‐192. 389 
[24]  T.  De  Beer,  W.  Baeyens,  A.  Vermeire,  D.  Broes,  J.P.  Remon,  C.  Vervaet,  Raman 390 
spectroscopic  method  for  the  determination  of  medroxyprogesterone  acetate  in  a 391 
pharmaceutical suspensions: validation of quantifying abilities, uncertainty assessment and 392 
comparison with the high performance  liquid chromatography reference method, Analytica 393 
Chimica Acta, 589 (2007) 192‐199. 394 
[25] L. Saerens, N. Segher, C. Vervaet, J.P. Remon, T. De Beer, Thorough validation of an in‐395 
line Raman spectroscopic method  for continuous API quantification during pharmaceutical 396 
hot‐melt extrusion., Analytica Chimica Acta, 806 (2014) 180‐7. 397 
[26] M. Feinberg, B. Boulanger, W. Dewé, P. Hubert, New advances in method validation and 398 
measurement  uncertainty  aimed  at  improving  the  quality  of  chemical  data,  Anal  Bioanal 399 
Chem, 380 (2004) 502‐514. 400 
[27] M. Feinberg, M. Laurentie, A global approach to method validation and measurement 401 
uncertainty, Accred Qual Assur, 11 (2006) 3‐9. 402 
[28]  S.  Kuttatharmmakul,  D.L.  Massart,  J.  Smeyers‐Verbeke,  Comparison  of  alternative 403 
measurement methods, Analytica Chimica Acta, 391 (1999) 203‐225. 404 
 
 
 
[29]  S.  Kuttatharmmakul,  D.L.  Massart,  J.  Smeyers‐Verbeke,  Comparison  of  alternative 405 
measurement methods: determination of the minimal number of measurements required for 406 
the  evaluation  of  the  bias  by  means  of  interval  hypothesis  testing,  Chemometrics  and 407 
Intelligent Laboratory Systems, 52 (2000) 61‐73. 408 
[30] M. Fonteyne, J. Vercruysse, D.C. Díaz, D. Gildemyn, C. Vervaet, J.P. Remon, T.D. Beer, Real‐409 
time  assessment  of  critical  quality  attributes  of  a  continuous  granulation  process, 410 
Pharmaceutical Development and Technology, 18 (2013) 85‐97. 411 
[31] A.N.M. Nguyet, A.M. van Nederkassel, L. Tallieu, S. Kuttatharmmakul, E. Hund, Y. Hu, J. 412 
Smeyers‐Verbeke, Y.V. Heyden, Statistical method comparison: short‐ and long‐column liquid 413 
chromatography assays of ketoconazole and  formaldehyde  in  shampoo, Analytica Chimica 414 
Acta, 516 (2004) 87‐106. 415 
[32] C. Hartmann, J. Smeyersverbeke, W. Penninckx, Y. Vanderheyden, P. Vankeerberghen, 416 
D.L. Massart, REAPPRAISAL OF HYPOTHESIS‐TESTING FOR METHOD VALIDATION ‐ DETECTION 417 
OF SYSTEMATIC‐ERROR BY COMPARING THE MEANS OF 2 METHODS OR OF 2 LABORATORIES, 418 
Analytical Chemistry, 67 (1995) 4491‐4499. 419 
 420 
 421 
 422 
